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論文内容の要旨
目的
多内分泌腺腫虜症2A 型 (MEN 2A) は甲状腺髄様癌(以下 MTC)，褐色細胞腫(以下 Pheo)，および副甲状腺
腫療で構成される疾患である。この原因遺伝子は，多型性 DNA マーカーをもちいた連鎖解析によって， 10番染色
体の動原体付近に同定されている o ret 癌原遺伝子も，また， この近傍に位置することを連鎖解析を用いてわれわれ
は証明した。 ret 癌原遺伝子はさまざまの cellline で発現を調べられたが， neuroblastoma cell line ではほぼ全例
で特異的な発現が報告されている。 MTC と Pheo は，神経芽細胞腫と同様に，神経冠由来の腫療であることから，
それらにおける ret 癌原遺伝子の発現の確認，および遺伝子異常の検討を目的として，以下の研究を行った。
方法
1) 手術時に摘出した組織を直ちに凍結し保存した。その内訳は12例の MTC (8 例は MEN2A ， 4 例は非遺伝性)，
817lJの Pheo (6 17IJ は MEN 2A , 217!Jは非遺伝性)である。対照群として， MEN2A 患者から摘出した甲状腺の正
常部分や，腎癌患者から摘出した正常副腎を使用した。これらの腫虜から Guanidium thiocyanate-phenol-chloｭ
roform 法にて RNA を抽出した。 ret-I cDNA の kinase domain 部分に含まれる0.4kb の cDNA をプローブと
して， Northern blot 法により ret 癌原遺伝子の発現を調べた。
2) 摘出標本を直ちに microwave 固定し保存したの非放射性 digoxigenin 標識プローブを用いた in situ hybridｭ
ization 法で ret 癌原遺伝子の発現の局在を調べた。
3) 摘出標本より DNA を抽出した。 ret 癌原遺伝子のプロモーター領域や coding 領域のいくつかの cDNA の断片
を用いて， Southern blot 法で ret 癌原遺伝子の増幅や大きな構造変化の有無を調べた。
成績
MEN2A，および非遺伝性の12例の MTC 全例で， 7. 0, 6. 0, 4. 5，および3. 9kb の mRNA の発現を認めた。甲
状腺濃胞腺腫，乳頭癌，未分化癌などでは発現が見られなかった口
Pheo に関しては， 817lJ 中 617lJで MTC の場合と同様の発現が見られた。発現が見られなかった 2 例は MEN2A
であったが， 5 年以上保存されており ß -actin も変性していたことから mRNA の変性によるものと思われる。芳
神経節の l 例でも発現が見られた。
Northern blot 法では MTC の同一患者の甲状腺の正常部分において ret 癌原遺伝子の発現が見られなかったが，
正常副腎においてかすかながら発現が見られたことから， MTC の由来となる C-cell ， Pheo の由来となる髄質細胞
の数の問題によるのかもしれないと考えられた。
MTC は CEA 産生腫壌であることが知られているので， microwave 固定した標本を用いて，まず抗 CEA 抗体で
免疫染色を行い，髄様癌の腫蕩部分を調べた。さらに，これに隣接する切片を用いて in situ hybridization を行っ
たところ，細胞質に ret 癌原遺伝子の発現が認められる部位が存在し，これは CEA で染色された部位と一致した。
非特異的プローブでは反応しなかったことから， ret 癌原遺伝子の発現の局在を確認した。
プロモーター領域や coding 領域のいくつかの cDNA の断片を用いて Southern blot 法を行ったが，遺伝子の増
幅や再構成は見られなかった。
総括
本研究の結果， NEM2A を含む MTC や Pheo での ret 癌原遺伝子の発現を確認した。特にヒトの腫虜における
ret 癌原遺伝子の発現の in situ hybridization による報告は初めてである。
ret 癌原遺伝子は neuroectoderm 由来の細胞の分化に重要な役割を果たすものと推測され， ret 癌原遺伝子の異常
が MTC や Pheo の発生に関与する可能性を示唆した。
MTC や Pheo について ret 癌原遺伝子のプロモーター領域や coding 領域のいくつかの cDNA 断片を用いて
Southern blot 法を行ったが，遺伝子の増幅や大きな構造変化は見られなかった。したがって， ret 癌原遺伝子の異
常がこれらの腫虜の発生に関与するとすれば， もっと小さな欠失ゃあるいは点突然変異などの異常によると推測され
る。
論文審査の結果の要旨
ret 癌原遺伝子は， 10番染色体長腕の動原体付近の MEN2A 座位近傍に位置することが連鎖解析によって確かめ
られている。本研究ではこの ret 癌原遺伝子に着目し， MEN2A (多内分泌腺腫虜症2A型)への関与を調べた。 ret
癌原遺伝子が， MEN2A の構成麗壌である甲状腺髄様癌，褐色細胞種で特異的に発現していることを明らかにした。
プロモーター領域を含めて ret 癌原遺伝子の大きな構造変化や増幅は見られなかった。 in situ hvbridization 法を
用いたところ，甲状腺髄様癌における ret mRNA は腫虜細胞にのみ認められ，濃胞上皮細胞には認められなかった。
これらの結果は， ret 癌原遺伝子が分化あるいは増殖に重要な役割を果たしていることを示唆しており， この後の
MEN2A における ret 癌原遺伝子の変異の有無の解明につながる重要な知見となったことから，本研究は学位に値
するものと 3忍める。
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